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Resumen 
Los transposones son secuencias de ADN que pueden ser empleadas como 
herramientas en biología molecular y biotecnología. Por ejemplo, pueden ser 
empleados como una alternativa que permite mejorar la expresión heteróloga de 
genes presentes en ADN episomal que no son reconocidos por los hospederos 
bacterianos generalmente empleados. En el presente trabajo, se describe el 
desarrollo de “Mu_TnX”, un transposón de tipo Mu que puede ser empleado en 
estudios de análisis funcional de genes en diferentes hospederos bacterianos. 
Mediante herramientas computacionales, se realizó el diseño de la secuencia del 
transposón y se definió la estrategia para su ensamblaje. Utilizando metodologías 
de síntesis de ADN, PCR y clonación tradicional, se llevó a cabo la construcción 
de este. Se validó el funcionamiento de esta herramienta mediante la evaluación 
de su capacidad de transposición in vitro sobre un control de actividad empleando 
cepas de Escherichia coli y Pseudomonas putida. La capacidad de transposición 
in vitro fue comprobada al recuperar clones en las cepas evaluadas que 
exhibieron resistencia a los antibióticos empleados como marcadores de 
selección y la capacidad de inducir la expresión de genes se evidenció en clones 
que expresaron la proteína verde fluorescente bajo inducción del compuesto 3-
metil benzoato. Aunque no se logró comprobar la misma capacidad en ADN 
metagenómico, Mu_TnX es la primera herramienta genética de este tipo capaz 
de funcionar en hospederos de diferentes especies, y se espera que su desarrollo 
aporte a los estudios de metagenómica funcional para el descubrimiento de 
genes y compuestos novedosos. 
 
Palabras clave: transposón, herramienta genética, clonación, plásmidos, 
expresión heteróloga, metagenómica funcional 
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Transposons are DNA sequences that can be used as tools in molecular biology 
and biotechnology. For example, they can be used as an alternative to improve 
heterologous expression of genes present in DNA that are not recognized by the 
generally used bacterial hosts. This work describes the development of 
"Mu_TnX", a Mu type transposon that can be used in functional studies of genes 
in different bacterial hosts. Using computational tools, the design of the transport 
sequence was carried out and the strategy for its assembly was defined. Mu_TnX 
transposon was assembled using methodologies of DNA synthesis, PCR and 
traditional cloning. The functioning of this tool was validated by evaluating its in 
vitro transposition capacity on a performance control plasmid using strains of 
Escherichia coli and Pseudomonas putida. In vitro transposition capacity was 
verified by recovering clones in the evaluated strains that exhibit resistance to the 
antibiotics used as selection markers. The ability to induce the expression of 
genes was observed in clones expressing the green fluorescent protein under 
induction of 3-methyl benzoate. Although the same activity could not be proven in 
metagenomic libraries, Mu_TnX is the first genetic tool of this kind that can be 
used in different bacterial hosts. It is expected that the further development of this 
tool will contribute to studies in functional metagenomics and the discovery of 
novel genes and compounds. 
 
Key words: transposon, genetic tool, cloning, plasmids, heterologous expression, 
functional metagenomics 
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Los estudios funcionales a través de técnicas que requieren de la expresión 
heteróloga de genes (ej. metagenómica funcional) pueden ser difíciles debido a 
que la identificación de estos genes depende de muchos factores como el 
hospedero y vector seleccionados, el tamaño del gen de interés, su abundancia 
en la fuente metagenómica, el método de detección empleado, la eficiencia de la 
expresión en el hospedero, o incluso la estabilidad de la función de los genes de 
interés (Ekkers et al., 2012). 
A lo largo de los últimos años se han implementado varias estrategias para 
sobrellevar estas dificultades como por ejemplo el uso de diferentes hospederos 
bacterianos, diferentes vectores de clonación y expresión, uso de vectores 
shuttle, uso de distintos métodos de detección (genes reporteros, 
complementación), modificaciones genéticas en los hospederos para aumentar el 
reconocimiento de sitios de unión al ribosoma o la co-expresión de chaperonas 
que faciliten el plegamiento de las proteínas (Ekkers et al., 2012; Uchiyama & 
Miyazaki, 2009).  
A pesar del desarrollo y empleo de estas estrategias, los estudios de 
metagenómica funcional para la identificación de nuevos compuestos siguen 
teniendo resultados con rendimientos muy bajos (Coughlan et al., 2015). En ese 
sentido, un análisis predictivo en tres modelos de expresión génica mostró que 
solo hasta el 40% de las actividades enzimáticas codificadas en genomas 
procariotas de diferentes grupos taxonómicos pueden ser accesibles para la 
bacteria Escherichia coli, siendo este el hospedero por excelencia. Esto quiere 
decir que una fracción significativa de genes de estos genomas pueden no ser 
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compatibles con las maquinarias transcripcional y traduccional de este hospedero 
bacteriano (Gabor et al., 2004). Esto implica que aún se requiere de estrategias 
destinadas a aumentar la transcripción génica en estudios de metagenómica 
funcional que permitan superar las limitaciones actuales.  
En ese sentido, los transposones son elementos genéticos que durante las 
últimas décadas han sido empleados como herramientas con diversas 
aplicaciones en biología molecular, incluyendo estrategias para facilitar estudios 
de secuenciación, detección de polimorfismos, y de particular interés, para 
reprimir o inducir la expresión funcional de genes para diferentes organismos 
(Haapa et al., 1999; Orsini et al., 2007; Ivics et al., 2009; Martínez-García et al. 
2014). Entre estas herramientas, el mecanismo de transposición del bacteriófago 
Mu es uno de los mejor caracterizados, ya que se ha observado que es un 
sistema altamente eficiente y con baja especificidad, y los requisitos para su 
acción in vitro son menores en comparación con su actividad in vivo, haciendo del 
transposón Mu una herramienta ideal para diferentes campos de investigación 
(Harshey, 2014).  
Con base en la necesidad actual de mejorar la expresión funcional de genes en 
librerías metagenómicas y otros tipos de ADN episomales, en una investigación 
anterior se desarrolló el transposón TnC_T7 (Mongui et al., 2016). Este elemento 
móvil tiene la capacidad de promover la transcripción de genes heterólogos por la 
ARN polimerasa T7. Además, el transposón TnC_T7 incluye el gen que codifica la 
ARN polimerasa T7 bajo un promotor inducible, por lo que su uso no está 
restringido a hospederos bacterianos que codifican esta enzima a partir de su 
genoma (por ejemplo, E. coli BL21). Sin embargo, debido al sistema de inducción 
empleado, existen aún limitaciones en la versatilidad de este transposón con 
respecto a los hospederos bacterianos en que se puede utilizar.  
Por este motivo, en el presente trabajo se llevó a cabo el desarrollo de una 
herramienta basada en el transposón TnC_T7, nombrado Mu_TnX, con el fin de 
ampliar el rango de hospederos bacterianos que soporten su implementación. 
Introducción 3 
 
Para esto, fue necesario llevar a cabo un diseño de este dispositivo a base de 
secuencias de ADN; su construcción mediante herramientas de biología 
molecular y tecnología de ADN recombinante; y finalmente, la validación del 
funcionamiento del transposón sobre una librería metagenómica, empleando 
como hospederos a E. coli y Pseudomonas putida. Esto, esperando que el 
desarrollo de esta herramienta genética mejorada permita abordar de forma más 
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1. Marco Teórico 
1.1 Transposones 
Los transposones, o elementos transponibles, corresponden a secuencias de 
ADN capaces de moverse de una posición genómica a otra. En los últimos años 
ha habido una expansión en el conocimiento de estas secuencias móviles, 
asociada con el número creciente de genomas secuenciados pertenecientes a 
todos los reinos de la vida (Feschotte & Pritham, 2007). Los transposones se 
encuentran ampliamente distribuidos tanto en procariotas como eucariotas, y se 
ha observado que han modificado significativamente el curso de la evolución por 
medio de la incorporación de variaciones genéticas o por generar inestabilidad 
cromosomal (Kazazian, 2004). Cuando los elementos transponibles se mueven, a 
menudo muestran poca selectividad en la secuencia de los sitios de inserción. 
Como resultado, los transposones pueden insertarse dentro de los genes, 
interrumpiendo completamente la función de estos, o insertarse dentro de 
secuencias reguladoras, donde pueden llevar a cambios en la forma en que se 
expresa un gen (Watson et al., 2014).  
Aunque existen diferentes maneras de clasificar los elementos transponibles, es 
importante diferenciar a los transposones de Tipo I (retrotransposones) y de Tipo 
II (transposones de ADN), así como de acuerdo con su mecanismo de 
transposición, replicativo o no replicativo. Los retrotransposones, requieren 
durante el proceso un transcrito intermediario de ARN sobre el que 
posteriormente actúa una transcriptasa reversa para su posterior inserción en el 
sitio diana. Por otro lado, los transposones de ADN se movilizan mediante 
6 Desarrollo de una herramienta genética para favorecer la expresión de genes 
provenientes de la diversidad microbiana 
 
mecanismos de “cortar y pegar” (transposición no replicativa) o “copiar y pegar” 
(transposición replicativa) (figura 1). Los transposones de ADN que poseen un 
gen que codifica su propia transposasa, se denominan transposones autónomos. 
Aquellos segmentos de ADN móvil más simples que no contienen un gen para 
transposasa, son conocidos como transposones no autónomos (Pray, 2008; 
Watson et al., 2014). 
 
Figura 1. Mecanismos de acción de los transposones de ADN. Tomado de Ivics et al., 2009. 
 
Las transposasas (E.C. 2.7.7), son específicamente enzimas de tipo 
fosfotransferasa que actúan generalmente de forma multimérica, catalizando los 
procesos de trasposición mediante el rompimiento de los enlaces fosfodiéster de 
ADN tanto en el elemento transponible como en el sitio de inserción (Hickman et 
al., 2010). Estas enzimas reconocen regiones conocidas como “repeticiones 
terminales invertidas”, que son secuencias complementarias de 9 a 40 pares de 
bases presentes en los dos extremos de los transposones. Adicionalmente, todos 
los elementos transponibles contienen “repeticiones flanqueantes directas” que 
cumplen un papel en la inserción del transposón dentro de una nueva secuencia. 
Estas repeticiones son dejadas como huellas y pueden alterar la expresión de 
genes (Pray, 2008).  
Aunque en la naturaleza la mayor parte de los transposones se encuentran 
silenciados, muchos de estos tienen roles evolutivos de gran importancia al 
alterar la función de genes mediante inserción, inducir rearreglos en el 
cromosoma, o al insertar genes novedosos o secuencias de regulación génica 
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(Feschotte & Pritham, 2007). Algunos ejemplos destacables, son la transferencia 
de genes que confieren resistencia antimicrobiana en bacterias (Bennett, 2009); 
alteraciones fenotípicas en peces (Koga et al., 2006) y mutaciones en plantas 
(Wicker et al., 2016).  
 
1.1.1 Uso de transposones como herramientas en biología 
molecular 
Debido a su función y gracias a los conocimientos generados sobre los 
transposones en las últimas décadas, se ha logrado que estos elementos 
genéticos sean una interesante herramienta con una variedad de aplicaciones en 
la investigación científica. En términos de las aplicaciones en biología molecular, 
los transposones han facilitado análisis de secuenciación (Haapa et al., 1999; 
Chao et al., 2016), detección de polimorfismos (Orsini et al., 2007) y una precisa 
determinación de interacciones proteicas (Pajunen et al., 2007). En el campo de 
la ingeniería de proteínas, los transposones han sido usados básicamente para 
generar proteínas truncadas con el fin de caracterizar actividades enzimáticas 
diferenciales (Poussu et al., 2005). A nivel genómico, dichos transposones han 
sido empleados en procesos de mutagénesis y transgénesis enfocados a reprimir, 
disminuir o incrementar la expresión funcional de genes en diferentes organismos 
como virus (Vilen et al., 2003), vertebrados (Miskey et al., 2005) y bacterias 
(Akhverdyan et al., 2011; Martínez-García et al., 2014).  
 
1.1.2 Transposones Mu 
Actualmente, una de las maquinarias de transposición mejor caracterizadas es la 
de los transposones de tipo Mu. Originalmente provenientes del bacteriófago que 
lleva el mismo nombre, este sistema ha sido ampliamente estudiado y se ha 
usado para el diseño de herramientas basadas en transposones ya que su 
funcionamiento in vitro es relativamente sencillo, e incluso la enzima principal en 
la reacción se encuentra disponible comercialmente. Esta enzima de 86 kDa 
llamada transposasa MuA, hace parte de la llamada familia transposasas DDE, ya 
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que su centro catalítico consiste en una triada de dos ácidos aspárticos y un ácido 
glutámico, responsables del corte del transposón en las secuencias de 
reconocimiento y la inserción en el sitio diana. Cuenta además en su dominio 
amino-terminal con un sitio de unión a ADN y en el carboxi-terminal una región 
para interacción proteína-proteína (figura 2a) (Nesmelova & Hackett, 2010).  
Gracias a esta conformación, para su funcionamiento los transposones Mu 
forman cuatro monómeros de MuA que se unen específicamente a seis sitios de 
reconocimiento, tres en cada extremo del transposón Mu. Cuatro de estos 
monómeros forman un tetrámero estable, que forman un complejo sináptico o 
transpososoma con los extremos del transposón e interactúan con los sitios de 
corte. De esta manera, el transposón es escindido desde el ADN donador, y 
mediante la misma actividad transferasa, es insertado en el ADN blanco (figura 
2b) (Harshey & Jayaram, 2006). En contraste con la relativa complejidad del 
mecanismo de transposición in vivo para este fago, que involucra un número 
importante de factores auxiliares, se ha observado una simplicidad sustancial de 
las condiciones con el fin de realizar reacciones in vitro de transposición (Haapa-
Paananen et al., 2002).  
 
Figura 2. a. Estructura tridimensional y diagrama de la transposasa MuA (Rice & Kiyoshi, 1995); 
PDB ID: 1BCO. Tomado de Watson et al., 2014. b. Mecanismo de acción de un transposón tipo 
Mu. Descripción en el texto. Tomado de Goldhaber-Gordon et al., 2002.  
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De esta forma, los componentes mínimos para una reacción de transposición de 
tipo Mu incluyen el buffer de reacción, la enzima transposasa MuA, el transposón 
Mu y el ADN de interés o secuencia sobre la cual se insertará el transposón. 
Estos componentes han mostrado ser suficientes para lograr eventos de 
transposición eficientes con sesgos reducidos de inserción sobre múltiples 
moléculas de ADN de interés (Haapa et al., 1999). 
1.2 Metagenómica 
El término metagenómica se refiere al análisis genómico, independiente de 
cultivo, de comunidades microbianas en un nicho ambiental particular. El término 
fue dado por Handelsman (1998) y se puede explicar a partir del concepto 
estadístico de “meta-análisis”: el proceso de combinar estadísticamente análisis 
separados, y “genómico”: el análisis del material genético de un organismo 
(Sabree et al., 2009). En los años 90, cuando se pone en evidencia que las 
técnicas de cultivo tradicionales no eran capaces de aislar sino el 1% de la 
diversidad bacteriana en muchas muestras ambientales, se generó una gran 
expectativa para identificar esos organismos no cultivables y estudiar su potencial 
biotecnológico (Schloss & Handelsman, 2003). Sin embargo, uno de los objetivos 
planteados con el estudio metagenómico no era sólo identificar la diversidad 
microbiana y explorar su potencial biotecnológico, sino también comprender la 
composición de la comunidad y asignar un rol a la microbiota no cultivable de un 
nicho particular (Sharma et al., 2008). 
La metagenómica es una aproximación alternativa a los ensayos microbiológicos 
convencionales para el estudio de la diversidad microbiana del planeta. Esta 
estrategia se basa en la extracción directa del ADN de una muestra ambiental 
(conocido como el metagenoma) y su posterior estudio mediante (1) construcción 
de librerías almacenadas en bacterias fácilmente cultivables (ej. E. coli) (Rondon 
et al., 2000) o (2) analizadas directamente por medio de tecnologías de 
hibridación y secuenciación masiva (Shendure & Ji, 2008).  
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En este sentido, la metagenómica representa una oportunidad para acceder, 
caracterizar y cuantificar la vasta mayoría de microorganismos desconocidos, así 
como de descubrir genes, rutas metabólicas y bioproductos novedosos con 
implementación potencial en biotecnología, biorremediación, farmacéutica, 
cosmética, entre otros campos (Schloss & Handelsman, 2003). 
1.2.1 Análisis metagenómico basado en secuencia 
La metagenómica basada en secuencia implica la secuenciación y el análisis del 
ADN a partir de muestras ambientales. Los estudios de metagenómica basados 
en secuencia se pueden llevar a cabo para ensamblar genomas, identificar 
genes, encontrar vías metabólicas completas y comparar organismos de 
diferentes comunidades (Sabree et al., 2009).  
Gracias al desarrollo de las técnicas de secuenciación de próxima generación 
(NGS por sus siglas en inglés, Next Generation Sequencing) ha sido posible 
estudiar y comprender el mundo de los microorganismos desde perspectivas más 
amplias. Los avances en metagenómica a través de NGS no solo han permitido 
una caracterización más precisa de los genomas bacterianos, sino que también 
han proporcionado una mejor identificación taxonómica de los microbiomas, así 
como una mayor capacidad de identificar genes y clusters biosintéticos mediante 
predicción in silico (Ferrer et al., 2009).  
Junto con la metagenómica, otras estrategias basadas en NGS, como la 
secuenciación del gen 16S rRNA y la metatranscriptómica han jugado un papel 
clave en la comprensión de las comunidades microbianas de diferentes 
ambientes y el papel que estas pueden llevar a cabo (Cao et al., 2017).  
Se puede decir que la mayor desventaja de la metagenómica basada en 
secuencia, es que sus análisis recaen totalmente en la comparación mediante 
bioinformática de las secuencias en estudio contra las bases de datos 
disponibles; por lo tanto, no es la estrategia más adecuada para la búsqueda e 
identificación de organismos y compuestos novedosos (Culligan et al., 2014). 
Marco Teórico 11 
 
1.2.2 Análisis funcional sobre ADN metagenómico 
Los análisis funcionales sobre librerías metagenómicas están basados en la 
expresión de genes foráneos por parte de un hospedero dado, con el fin de 
identificar nuevas funciones derivadas de genes conocidos o para identificar 
genes o familias de genes que expresan proteínas o metabolitos novedosos. En 
este caso la proteína, el compuesto o la función de interés son detectados a partir 
de un fenotipo en particular, los cuales son manifestados por algunos clones de la 
librería metagenómica. Esta aproximación ha sido ampliamente escogida en parte 
por ser una forma directa de identificación de funciones derivadas de genes 
individuales o de agrupaciones complejas de genes como operones o clusters de 
genes (Knight et al., 2016). 
El éxito de un ensayo funcional depende en gran medida del método de detección 
y de la actividad de interés. Actualmente se distinguen tres tipos generales de 
análisis: 1) Detección directa, donde la expresión de una proteína específica o 
metabolito es usada para identificar un fenotipo de interés en clones 
metagenómicos de forma directa sobre la colonia o su medio de cultivo; 2) 
Detección modulada, que involucra la expresión de genes esenciales para que el 
hospedero pueda crecer bajo condiciones selectivas; o 3) Inducción por sustrato, 
como una aproximación que promueve la expresión de genes en presencia de un 
sustrato específico. La detección exitosa de enzimas novedosas en librerías 
metagenómicas requiere una combinación apropiada de sustratos con el método 
de detección más idóneo para cada actividad de interés (Ekkers et al., 2012). 
A partir de los métodos de análisis actuales sobre las librerías de ADN 
metagenómico, se ha evidenciado el potencial de los diversos ambientes 
naturales de albergar funciones que posteriormente conllevan a la identificación 
de genes novedosos con relevancia en biotecnología. De esta forma, ha sido 
demostrada la importancia de la diversidad microbiana en el descubrimiento de 
enzimas con aplicación potencial para la industria, donde se destacan las carboxi-
hidrolasas (esterasas, lipasas, lactamasas), enzimas de modificación de 
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polisacáridos (celulasas, alfa-amilasas, xilanasas), oxidoreductasas, 
dehidrogenasas, oxidasas y oxigenasas (Ferrer et al., 2009; Coughlan et al., 
2015).  
La metagenómica funcional también ha sido considerada una fuente promisoria 
de compuestos con relevancia clínica, lo que ha fomentado la caracterización de 
compuestos con potencial uso para el tratamiento de diabetes, cáncer y 
enfermedades infecciosas, entre otras (Altermann et al., 2015; Lefevre et al., 
2008; Singh & Macdonald, 2010). Sin embargo, es en la búsqueda de genes 
responsables de resistencia microbiana donde actualmente se están 
concentrando los estudios basados en metagenómica funcional, ya que permite la 
identificación de genes novedosos y que por lo tanto no se encuentran en las 
bases de datos (Adu-Oppong et al., 2017).  
A pesar de las ventajas de la metagenómica funcional en la búsqueda de 
biocompuestos de interés, esta enfrenta varios retos, entre ellos: (1) la dificultad 
de crear librerías con grandes fragmentos que deben contener genes, operones o 
cassettes completos para su posterior expresión y (2) la baja tasa de expresión 
de genes foráneos por parte del microrganismo hospedero (Mullany, 2014). 
1.3 Microorganismos empleados como hospederos 
de librerías metagenómicas 
1.3.1 La bacteria E. coli como sistema de expresión 
La bacteria E. coli es actualmente el hospedero preferido para la construcción y 
análisis de las librerías metagenómicas; pero debido a que los metagenomas son 
mezclas complejas de genomas derivados de un amplio rango de 
microorganismos, la maquinaria genética de E. coli puede ser incapaz de 
procesar correctamente los genes asociados a la mayor fracción de actividades 
codificados en el ADN foráneo (Uchiyama & Miyazaki, 2009). En análisis 
predictivos enfocados a cuantificar la probabilidad de E. coli de expresar genes 
localizados al interior de insertos de ADN para distintos microorganismos 
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procariontes, se evidenció que en promedio solo el 40% de dichos genes son 
accesibles a las maquinarias transcripcionales y traduccionales del hospedero. 
Por lo tanto, una fracción importante de genes (27-93%) es aparentemente 
invisible para la bacteria, por lo que su detección jamás se llevará a cabo sin 
importar la sensibilidad del método de detección a ser usado (Gabor et al., 2004).  
Esto fue además corroborado en ensayos experimentales en los que solo la mitad 
o una fracción reducida de todos los genes asociados a genomas de otras 
bacterias, como fue el caso de Haemophilus influenzae y Pseudomonas 
aeruginosa, respectivamente, pudieron ser reconocidos por E. coli (a nivel de 
transcripción). Además, fue evidente que aquellos genes que exhibieron los 
niveles más altos de transcripción en E. coli presentaron principalmente regiones 
promotoras similares a los sitios de reconocimiento por la subunidad sigma-70 de 
la ARN polimerasa bacteriana, resaltando la selectividad de la maquinaria 
transcripcional del hospedero durante los primeros pasos de la expresión de ADN 
foráneo (Warren et al., 2008). 
A nivel de la traducción a proteínas, el uso en el sesgo de codones ha sido 
frecuentemente considerado uno de los factores principalmente involucrados en 
la expresión ineficiente de proteínas en E. coli, debido a diferencias en la 
frecuencia de los distintos codones del ADN foráneo, con relación a la 
disponibilidad de todos los ARNs de transferencia (ARNts) del hospedero 
bacteriano (Welch et al., 2009). Sin embargo, este paradigma ha sido 
ampliamente discutido en los últimos años, ya que se ha evidenciado que el uso 
de codones ha mostrado estar asociado mayoritariamente a la generación de 
estructuras secundarias altamente estables al extremo 5-prima de las hebras de 
ARNm naciente, que pueden interferir significativamente con el comienzo de la 
traducción (Kudla et al., 2009). Otras aproximaciones han mostrado que la 
eficiente expresión de proteínas en E. coli está asociada a los niveles de los 
ARNts en el hospedero, pero específicamente a la disponibilidad de los ARNts 
que están cargados con sus respectivos aminoácidos y no a los niveles totales  
(Welch et al., 2009). 
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Una vez se ha iniciado exitosamente la síntesis de una proteína, su plegamiento 
adecuado es indispensable para conferirle función adecuada. Este proceso es 
controlado en E. coli por factores tales como un nivel balanceado de expresión 
proteica, la presencia de enzimas apropiadas de modificación y la acción de 
chaperonas, que en muchos casos no son co-expresadas por el hospedero 
(Sørensen & Mortensen, 2005). 
1.3.2 Hospederos alternativos de librerías de ADN 
El uso de diferentes hospederos, ya sea que las librerías de ADN se construyan 
simultáneamente en varios de ellos o que sea transferida de un hospedero a otro, 
han mostrado ser útiles para incrementar la expresión heteróloga de genes de 
ADN metagenómico (Gabor et al., 2007). Además, el usar microorganismos 
propios de los ambientes bajo estudio para la construcción de las librerías 
metagenómicas puede incrementar el éxito de un ensayo funcional particular. Por 
ejemplo, se evidenció que múltiples especies del género Streptomyces, 
comúnmente encontradas en muestras de suelos, fueron genéticamente estables 
para producir rangos diversos de metabolitos secundarios de relevancia clínica, 
derivados de librerías genómicas y metagenómicas; mientras que ninguno de 
dichos metabolitos había sido detectado al evaluar las librerías de ADN en E. coli 
(McMahon et al., 2012; Kipchirchir et al., 2017). 
Otro ejemplo de uso de distintos hospederos bacterianos para evaluar el 
favorecimiento en la expresión funcional fue realizado para determinar la 
producción de antibióticos, cambios en la morfología de colonias y detección de 
pigmentación. Para ello, el mismo ADN metagenómico fue independientemente 
introducido en E. coli, P. putida, Burkholderia graminis, Caulobacter vibrioides, 
Ralstonia metallidurans y Agrobacterium tumefaciens. Como resultado de los 
análisis funcionales se observaron diferencias en la expresión de genes por los 
distintos hospederos, aún para las especies bacterianas más relacionadas 
filogenéticamente (Craig et al., 2010). 
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Otros hospederos usados para la construcción y análisis de librerías de ADN 
genómico y metagenómico han incluido a Bacillus subtilis (Dobrijevic et al., 2013), 
Rhizobium leguminosarum (Li et al., 2005) y Thermus thermophilus (Angelov et 
al., 2009). En todos estos ensayos los hospederos alternativos mostraron perfiles 
de expresión diferentes a E. coli, generando un mayor número de clones positivos 














Antecedentes y Justificación 16 
 
 
2.  Antecedentes y Justificación 
Aunque no son extensos los reportes de aproximaciones orientadas a mejorar la 
expresión funcional de genes provenientes de librerías de ADN (genómicas y 
metagenómicas), existen algunas herramientas basadas en el uso de 
transposones que parcialmente suplen esta categoría.  
El transposón MuExpress fue desarrollado como una herramienta para superar la 
dificultad de transcribir genes localizados en insertos largos de ADN de librerías 
metagenómicas (Leggewie et al., 2006). Este transposón incrementa el nivel de 
transcripción de los insertos de ADN al incluir en sus extremos regiones 
promotoras de tipo T7 y fue validado mediante su aplicación sobre una librería 
metagenómica empleada en la búsqueda de lipasas. Sin embargo, un análisis 
detallado sobre el diseño y construcción del transposón MuExpress reveló un 
error importante que vuelve inviable el reconocimiento de uno de sus dos 
promotores T7 por la T7 ARN Polimerasa del hospedero. Otro transposón 
reportado para llevar a cabo la inserción aleatoria de promotores T7, pero con 
base en un sistema de transposición de tipo Tn5, corresponde al EZ-Tn5 
<T7/KAN-2> (Jung et al., 2016). Sin embargo, ninguno de estos reporta suficiente 
evidencia experimental que asocie los eventos de inserción aleatoria de los 
respectivos transposones, con favorecimientos significativos en la expresión de 
proteínas. Adicionalmente, estos dos transposones dependen de hospederos 
bacterianos que expresan la T7 ARN Polimerasa (ej. E. coli BL21 DE3), lo que 
restringe su uso en ensayos funcionales con ADN metagenómico, ya que la 
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mayoría de los kits comerciales para la construcción de dichas librerías emplean 
cepas bacterianas diferentes (ej. E. coli EPI300). 
Debido a las restricciones que aún persisten y la poca oferta en cuanto al uso de 
transposones en este campo, en un estudio previo, se desarrolló el transposón 
TnC_T7 (Mongui et al., 2016). Este transposón de tipo Mu, favoreció la expresión 
funcional de diferentes genes reporteros en el contexto de ADN metagenómico en 
una variedad de cepas de E. coli. Aunque la validación del transposón TnC_T7, 
en el contexto del favorecimiento de expresión de genes albergados en librerías 
metagenómicas, ha servido para superar las limitaciones inherentes a la 
expresión de genes en E. coli, el uso de este transposón se ha limitado a análisis 
funcionales solamente a este hospedero bacteriano. Por lo tanto, se sugiere que 
el desarrollo de una nueva herramienta basada en la secuencia del transposón 
TnC_T7 permita ampliar su rango de acción a diferentes especies bacterianas, lo 
que conllevaría a una detección más eficiente de genes y funciones derivadas de 
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3.1 Objetivo general 
Evaluar el potencial de un transposón de tipo Mu para favorecer la expresión 
funcional de genes en ADN metagenómico desde distintos hospederos 
bacterianos usados como sistemas de expresión en biología molecular. 
3.2 Objetivos específicos 
- Diseñar computacionalmente la estructura de un transposón que pueda ser 
utilizado en un amplio rango de hospederos bacterianos. 
- Construir el transposón y verificar su integridad en secuencia y capacidad 
de transposición in vitro. 
- Determinar en diferentes hospederos bacterianos la capacidad del 
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4. Materiales y Métodos 
4.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
Todos los experimentos realizados en este estudio se llevaron a cabo en el 
hospedero E. coli EPI300 o E. coli CC118 (Tabla 1). El crecimiento bacteriano se 
realizó en medio LB (Luria-Bertani) a 37 °C, con agitación a 180 rpm en los 
cultivos líquidos y adicionando los antibióticos ampicilina (100 µg/mL), kanamicina 
(50 µg/mL), gentamicina (10 µg/mL) y/o cloranfenicol (12,5 µg/mL) en los 
experimentos que lo requerían.  
4.2 Plásmidos 
Los plásmidos empleados y construidos durante el estudio están listados en la 
Tabla 1. Todos estos fueron extraídos a partir de cultivos en medio líquido 
empleando el kit QIAPrep Spin Miniprep (QIAGEN). 
4.3 Diseño del transposón Mu_TnX 
Con el objetivo de generar una nueva versión del transposón que promoviera la 
expresión funcional de genes en hospederos diferentes a E. coli y múltiples tipos 
de ADN episomal (plásmidos y fósmidos), se realizó un repositorio con todas las 
secuencias que se usaron previamente en la construcción del transposón TnC_T7 
(Mongui et al., 2016). Para el manejo y diseño de las secuencias de ácidos 
nucleicos se empleó el software SnapGene (GSL Biotech).   
En primer lugar, se seleccionó un nuevo sistema de expresión génica: el sistema 
XylS-Pm, que ha sido reportado como un regulador de la expresión de genes en 
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un amplio rango de hospederos bacterianos (Gawin et al., 2017). Este gen se 
obtuvo a partir de la colección estándar de plásmidos “Standard European Vector 
Architecture” SEVA, del Centro Nacional de Biotecnología en Madrid, España 
(Chavarría et al., 2013; Martínez-García et al., 2015). 
Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos usados en este estudio. 
 
Para la estrategia de construcción, se partió de la síntesis parcial del transposón 
(Genscript Inc., Piscataway USA), que consistió en una secuencia de 4045 pb 
que contiene la primera región de reconocimiento para la transposasa MuA 
adyacente a un promotor T7, el gen codificante para la ARN polimerasa T7, un 
gen de resistencia a Kanamicina, sitios de reconocimiento para las enzimas de 
restricción PacI y AvrII para la clonación del casete de expresión XylS-Pm, y un 
sitio de reconocimiento para la enzima ApaI, con el fin de realizar la clonación de 
la segunda región de reconocimiento de la transposasa MuA. 
Se diseñaron iniciadores para la amplificación de XylS-Pm y para la amplificación 
de la segunda región de reconocimiento MuA y segundo promotor T7 (fragmento 
Mu-T7), así como para todas las pruebas confirmatorias. La lista de los 
Cepa o plásmido Características relevantes 
Referencia o 
fuente 
E. coli EPI300 
Cepa usada para clonación. Hospedero de librería 
metagenómica. F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80dlacZΔM15 Δ lacX74 recA1 endA1 araD139 
Δ(araleu)7697 galU galK λ- rpsL (StrR) nupG trfA dhfr 
Lucigen 
Corporation 
E. coli CC118 
Hospedero de los plásmidos pSEVA. F- araD139 
del(ara leu)7697 del(lacX74) phoA del(20) galE galK thi 
rpsE rpoB argE(Am) recAl OmpC+ OmpF+ 
Martínez-García 
et al., 2014 
E. coli DH5α 
Cepa usada para clonación. F– endA1 glnV44 thi-1 
recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 φ80dlacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ– 
Taylor et al., 
1993 
P. putida KT2440 




pUC57 AmR, LacZ. Vector de clonación Genscript Inc. 
pMu_PacI-AvrII 
Plantilla del transposón en pUC57. KmR, T7RNApol, 2 
promotores T7, una región para reconocimiento de la 
transposasa MuA 
Este estudio 
pMu_XylS-Pm pMu_PacI-AvrII con sistema XylS-Pm clonado 
pSEVA328 CmR, XylS-Pm Chavarría et al., 
2013 pSEVA637 GmR, GFP sin promotor 
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iniciadores empleados se encuentra en la Tabla 2. Todos los iniciadores fueron 
diseñados con el software SnapGene (GSL Biotech), analizados mediante la 
herramienta OligoAnalyzer 3.0 (Integrated DNA Technologies) y sintetizados en 
Macrogen Inc. (Corea). 
 
Tabla 2. Listado de iniciadores utilizados en este estudio. 
 
4.4 Construcción y purificación del transposón 
La secuencia de partida (plantilla) del transposón fue construida mediante síntesis 
química por parte del proveedor Genscript; esta secuencia de ADN se obtuvo 
clonada en el vector pUC57 (plásmido pMu_PacI-AvrII).  
La segunda parte consistió en la clonación de la secuencia correspondiente al 
sistema XylS-Pm, la cual fue obtenida empleando como molde el plásmido 
pSEVA328 de la colección SEVA, conservando en los extremos los sitios de 
restricción PacI y AvrII (presentes en el plásmido). Dos reacciones de PCR fueron 
necesarias para obtener dos fragmentos de 967 y 1057 pb bajo las siguientes 
Nombre Secuencia (5’-3’) Uso 
PacI-F CTTTAATTAAACGTTCGTAATC Amplificación 
fragmento 1 
XylS-Pm PacI-R ACGAGAAAAGTCAGATCTTC 
AvrII-F GAAGATTTGACTTTTCTCGTTCAATAAGCAAAAATCCATAGTTC Amplificación 
fragmento 2 
XylS-Pm AvrII-R GCCTAGGCATGGTCATGACTCCATTA 
Mu-T7-F AATTCAGGAAGATCTGAAGC Amplificación 
del fragmento 
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condiciones de reacción (25 µL): 5 µL Buffer Q5 5X (New England Biolabs), 0,75 
µL de dNTPs (10 mM), 2 µL de iniciadores forward y reverse (10 µM), 0,25 µL de 
ADN polimerasa Q5 (enzima de alta fidelidad) y se completó la reacción con agua 
grado PCR. Las condiciones de la amplificación fueron: 5 min 95 °C; 30 ciclos de 
30 s 95 °C, 30 s 59 °C (Fragmento 1) o 65 °C (Fragmento 2), 1 min 72 °C y 5 min 
de extensión final a 72 °C. Los productos obtenidos fueron analizados mediante 
electroforesis en gel de agarosa y se purificaron con el kit NucleoSpin Gel and 
PCR Clean-up (Macherey Nagel). Posteriormente, los dos fragmentos fueron 
ensamblados mediante la estrategia SOEing PCR (Horton et al., 2013) para 
generar el casete XylS-Pm completo. Para esto, se emplearon los iniciadores 
PacI-F (forward del fragmento 1) y AvrII-R (reverse del fragmento 2) en las 
mismas condiciones anteriores de reacción de PCR corriendo el programa: 5 min 
95 °C; 30 ciclos de 30 s 95 °C, 45 s 60 °C, 2 min 72 °C y 5 min de extensión final 
a 72 °C. El producto obtenido fue evaluado en electroforesis y purificado a partir 
de gel de agarosa empleando el mismo kit. Se comprobó la eliminación del sitio 
de restricción BglII mediante un ensayo de restricción con esta misma enzima 
(NEB).   
Una vez obtenido el fragmento XylS-Pm completo, este fue digerido con las 
enzimas PacI y AvrII (NEB) en una reacción de 20 µL siguiendo el protocolo 
señalado. El producto digerido se purificó y posteriormente se llevó a cabo una 
ligación con ADN ligasa T4 (NEB) en el plásmido pMu_PacI-AvrII previamente 
cortado con las mismas enzimas de restricción y purificado a partir de gel. El 
producto de la reacción de ligación fue transformado mediante electroporación en 
células competentes de E. coli EPI300 y la siembra en placas de LB con 
ampicilina y kanamicina como marcadores de selección. Como control de la 
transformación se empleó solo el plásmido digerido. Los clones obtenidos fueron 
analizados mediante PCR de colonia, patrones de restricción y secuenciación 
Sanger, con el fin de confirmar la presencia y orientación de los insertos clonados 
en el nuevo plásmido denominado pMu_XylS-Pm. Los análisis y alineamientos de 
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las secuencias obtenidas se realizaron empleando el software Geneious (Kearse 
et al., 2012). 
Se seleccionó uno de los clones con un correcto análisis de secuencia para la 
extracción del plásmido pMu_XylS-Pm, con el fin de proseguir con la siguiente 
etapa en el proceso de construcción.  
La misma estrategia descrita en el paso anterior fue empleada para la obtención y 
clonación de la segunda región MuA y promotor T7 (Mu-T7) en el sitio de 
restricción ApaI del plásmido pMu_XylS-Pm. Para ello, se realizó la amplificación 
de dicha secuencia a partir de la primera región de reconocimiento MuA ya 
localizada en el plásmido pMu_PacI-AvrII con los iniciadores Tn_F y Tn_R bajo 
las siguientes condiciones de reacción (25 µL): 5 µL Buffer Q5 5X (New England 
Biolabs), 0,75 µL de dNTPs (10 mM), 2 µL de iniciadores forward y reverse (10 
µM), 0,25 µL de ADN polimerasa Q5 y se completó la reacción con agua grado 
PCR. Las condiciones de la amplificación fueron: 5 min 95 °C; 30 ciclos de 30 s 
95 °C, 30 s 60 °C, 30s 72 °C y 5 min de extensión final a 72 °C. A este producto 
se le adicionaron sitios de restricción ApaI con los iniciadores Mu-T7-ApaI-F y Mu-
T7-ApaI-R, en las mismas condiciones de la anterior PCR. El producto de PCR 
fue purificado y digerido con la enzima ApaI y clonado en el plásmido pMu_XylS-
Pm previamente digerido con la misma enzima y desfosforilado con la enzima 
fosfatasa alcalina (NEB). Se seleccionaron múltiples clones para confirmación de 
la clonación mediante PCR y secuenciación Sanger. La clonación exitosa de este 
último fragmento aseguraría la obtención final del transposón Mu_TnX clonado en 
el vector pUC57. 
Una segunda estrategia para la obtención del transposón Mu_TnX fue llevada a 
cabo. En esta, se obtuvo todo el transposón mediante PCR empleando como 
molde la reacción de ligación del plásmido pMu_TnX_XylS-Pm y el fragmento Mu-
T7_ApaI. Se empleó únicamente el iniciador Mu-T7-F que al anillar en la 
secuencia de reconocimiento de MuA, funciona como iniciador forward y reverse. 
Cada reacción de esta PCR se realizó en un volumen de 25 µL, incluyendo los 
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siguientes componentes: 5 µL de 5X Hot FirePol Blend Master Mix (Solis 
Biodyne), 2 µL de iniciador Mu-T7-F (10 µM), 2 µL de producto de ligación y se 
completó con agua grado PCR. Las condiciones de la amplificación fueron: 12 
min 95 °C (Hot Start); 30 ciclos de 30 s 95 °C, 30 s 59 °C, 4 min 72 °C y 10 min 
de extensión final a 72 °C. El producto obtenido de varias reacciones se combinó 
y se corrió en electroforesis para verificación y purificación a partir de gel con el 
kit QIAQuick Gel Extraction (QIAgen). El amplicón esperado se purificó 
empleando perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter) en una relación de 
0,7X con el fin de eliminar los fragmentos pequeños o dímeros de iniciadores, y 
finalmente se cuantificó su concentración obtenida mediante espectrofotometría 
(Nanodrop 2000, ThermoFisher).  
4.5 Validación de funcionamiento del transposón 
Se llevó a cabo un ensayo de transposición in vitro sobre el plásmido pSEVA637 
como control de actividad. Este plásmido contiene el gen codificante para la 
proteína verde fluorescente (GFP) sin promotor. Se realizaron reacciones en un 
volumen de 10 µL que contenían 60 ng de Mu_TnX purificado, 200 ng del 
plásmido pSEVA637 (ADN objetivo), buffer de transposición 5X y 0,11 µg de 
enzima transposasa MuA (Thermo Fisher). Esta mezcla fue incubada durante 3 h 
a 30 °C y luego a 70 °C por 15 min para inactivación de la enzima. Paralelamente, 
se realizó una reacción como control negativo, incluyendo todos los componentes 
antes mencionados a excepción de la transposasa MuA. Se tomaron 2 µL de la 
reacción y el control para transformación mediante electroporación en E. coli 
EPI300 y Pseudomonas putida KT2440, siguiendo el protocolo descrito por 
Martínez & de Lorenzo (2012) y se hicieron siembras por superficie en placas de 
LB más gentamicina, kanamicina y 3-metil benzoato (Sigma) 1 mM como 
inductor. Se realizó recuento de colonias y se seleccionaron clones positivos y 
negativos para expresión de GFP. Posteriormente, se cultivaron algunos de estos 
clones en medio líquido para medición de fluorescencia en el lector TECAN 
GENios a una longitud de onda de excitación de 360 nm y emisión a 535 nm en 
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placas de 96 pozos negras (Greiner). Las diferencias entre muestras y controles 
fueron establecidas mediante análisis de varianza de una vía con el método 
Holm-Sidak a un nivel de significancia de 0,05.  
4.6 Ensayo sobre librerías metagenómicas 
Se llevó a cabo la reactivación de clones de una librería metagenómica construida 
en un estudio anterior para la búsqueda de genes de resistencia a arsénico 
(Latorre Ochoa, 2014) a partir de un número disponible de 15 mil clones. Se 
sembraron en agar LB con cloranfenicol y 0,2% de L-arabinosa, siendo este 
último el compuesto inductor de la replicación del fósmido pCC2FOS (Epicentre) 
en el cual se había construido la librería. Los clones recuperados fueron 
combinados en 2 grupos (pooles) y cultivados en caldo LB para la extracción de 
los fósmidos. 
Las reacciones de transposición se llevaron a cabo de igual manera que en la 
prueba de funcionalidad, pero empleando en este caso 500 ng de ADN objetivo 
por reacción y control. Los productos de las reacciones fueron transformados en 
las mismas condiciones anteriormente descritas. Para la selección de clones, se 
realizaron siembras en placas de LB con cloranfenicol, kanamicina y 3-metil 
benzoato 1 mM. En un intento de replicar las condiciones del estudio original en la 
búsqueda de genes de resistencia a arsénico se adicionó arsenato de calcio 
como fuente de este elemento, a concentraciones de 20 y 50 mM. 
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5. Resultados y Discusión 
A continuación, se presentan los resultados obtenidos para el desarrollo de un 
transposón desde su diseño en secuencia y funcionamiento teórico, su 
ensamblaje y los ensayos llevados a cabo para evaluar su funcionamiento en el 
laboratorio como una herramienta genética con la capacidad de aumentar la 
expresión de genes inactivos en ADN episomal (como plásmidos y fósmidos). 
5.1 Diseño del transposón 
Como se mencionó anteriormente, para el presente estudio se propuso el diseño 
de una herramienta basada en la secuencia del transposón TnC_T7 (Mongui et 
al., 2016), con el propósito de ampliar el rango de posibles hospederos 
compatibles para su uso. En su diseño final, el transposón que fue nombrado 
Mu_TnX tiene una secuencia de 6123 pb y está formado por las siguientes 
partes: 
En sus extremos se localizan las secuencias repetitivas invertidas Mu R1-R2 (54 
pb) de reconocimiento para la transposasa MuA, ya que se ha demostrado que in 
vitro, esta forma más sencilla de repeticiones terminales invertidas es suficiente 
para que la transposasa forme un tetrámero activo que se une a la secuencia de 
ADN para formar un transpososoma y llevar a cabo el corte e inserción del 
elemento transponible (Harshey, 2014). Junto a estas regiones, la secuencia de 
Mu_TnX posee sitios de restricción BglII ya que se ha reportado que un pre-corte 
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de los transposones tipo Mu con estas enzimas permite aumentar la eficiencia en 
los eventos de transposición (Haapa-Paananen et al., 2002). 
En segundo lugar, se incluyen las secuencias correspondientes al casete de 
expresión XylS-Pm. Este es un sistema de regulación positiva proveniente 
originalmente de un plásmido de Pseudomonas en una ruta para la degradación 
de hidrocarburos aromáticos. Para su funcionamiento, compuestos derivados 
benzoicos (p.ej. 3-metil benzoato) deben ingresar mediante difusión pasiva a la 
célula, estos se unen al gen codificante para la proteína XylS, la cual, al ser 
producida, se une en forma de dímero al promotor Pm, dando lugar a la 
transcripción de los genes que se encuentren corriente abajo de este mediante 
una ARN polimerasa dependiente de los factores σ32 o σ38 de acuerdo con la fase 
de crecimiento bacteriano. Se cree además que su compatibilidad con estos 
diferentes factores sigma de la ARN polimerasa, permite que este sistema sea 
reconocido por diferentes hospederos bacterianos (Gawin et al., 2017).   
En tercer lugar, se incluyó en el diseño la secuencia completa del gen codificante 
para la T7 ARN polimerasa. Esta enzima de 99 kDa, es una polimerasa de una 
sola subunidad proveniente del bacteriófago T7 y tiene una alta especificidad 
hacia las regiones promotoras T7, que son secuencias de 23 pb reconocidas por 
la enzima para iniciar la transcripción. Este sistema polimerasa – promotor, ha 
sido empleado en una variedad de vectores para la expresión heteróloga de 
genes (Sousa & Mukherjee, 2003; Tabor, 2001). Se incluyeron dos promotores T7 
en los extremos de Mu_TnX, de forma bidireccional para poder inducir la 
transcripción de genes corriente arriba o abajo del sitio de inserción del 
transposón.  
Por último, se incluye un marcador de selección mediante la resistencia a 
kanamicina, correspondiente a un gen codificante para una kanamicina quinasa 
que inhibe aminoglicósidos como la kanamicina o neomicina. 
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Con este diseño final, se pretendió que Mu_TnX sea empleado en reacciones in 
vitro y posteriormente transformado en diferentes hospederos bacterianos. 
Mediante la adición de 3-metil benzoato en el medio de cultivo, se induciría la 
expresión de XylS, activando el promotor Pm para expresar así la T7 ARN 
polimerasa, que reconocería los promotores T7 para así finalmente dar lugar a la 
expresión de genes presentes en el ADN objetivo (Figura 3). 
 
Figura 3. Estructura y funcionamiento teórico del transposón Mu_TnX. Se diferencian las partes 
que lo conforman: las regiones Mu R1-R2 de reconocimiento para la transposasa MuA (verde 
fluorescente), se incluye la secuencia correspondiente al gen XylS (verde), que al ser inducido 
mediante 3-metil benzoato, produce la proteína XylS, que en forma de dímero activa el promotor 
Pm (beige) para dar lugar a la transcripción del gen codificante para la T7 ARN polimerasa 
(violeta). La polimerasa producida se une específicamente a los promotores T7 (blanco), que se 
incluyen bidireccionalmente para poder inducir la transcripción de genes de interés (GOI) corriente 
arriba o abajo del sitio de inserción del transposón. Se incluye un marcador de selección de 
resistencia a kanamicina KanR (azul claro). 
 
Al comparar el diseño del transposón Mu_TnX con su antecesor TnC_T7, se 
consideró que el desarrollo de esta nueva herramienta podría permitir la 
aplicación de este sistema en diferentes especies bacterianas debido 
principalmente a la inclusión del sistema regulador de la expresión génica XylS-
Pm, compatible con diversos hospederos como E. coli, P. aeruginosa, P. putida, 
P. fluorescens, Xanthomonas campestris y Azotobacter vinelandii (Gawin et al., 
2017; 2019). Este sistema permite además llevar a cabo una regulación alta o 
baja de acuerdo con la concentración de inductor empleada, con la ventaja del 
uso de inductores de bajo costo (Brautaset et al., 2009). De esta manera, se 
complementará la alta especificidad y procesividad de la T7 ARN polimerasa 
(Tabor, 2001) con las ventajas de un sistema de expresión versátil como XylS-Pm 
para promover la expresión de genes inactivos en ADN episomal, como los 
plásmidos y los fósmidos en el contexto de estudios de genómica y 
metagenómica funcional.  
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5.2 Ensamblaje y purificación de Mu_TnX 
5.2.1 Estrategia de construcción 
Una vez definida la estructura del transposón, y ajustándose a las condiciones 
disponibles para su obtención y ensamblaje; se definió una estrategia de 
construcción en tres fases: una primera en la que mediante contratación de 
síntesis de ADN se obtendría una secuencia plantilla con la mayor parte de 
componentes a excepción del sistema de expresión y la segunda región de 
reconocimiento Mu R1-R2 y promotor T7 (fragmento Mu-T7) (Secuencia en 
Anexo 1). Se incluyeron en la secuencia plantilla sitios de restricción para la 
posterior clonación de las dos regiones faltantes. En el caso del sistema de 
expresión, se incluyeron sitios para las enzimas PacI y AvrII, compatibles con la 
colección SEVA. Finalmente, se clonaría el fragmento Mu-T7 en un único sitio de 
restricción ApaI (Figura 4).  
 
Figura 4. Estrategia planteada para la construcción de Mu_TnX. Se sintetizó una plantilla (paso 1) 
con el fin de clonar posteriormente el casete XylS-Pm en los sitios de restricción PacI y AvrII (paso 
2). Finalmente, la clonación del fragmento Mu_T7 se realizó en el sitio de restricción ApaI (paso 
3). Durante todo el proceso, la construcción del transposón se realizó en el vector pUC57 (ver 
mapas completos en el Anexo 2). 
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5.2.2 Obtención del casete XylS-Pm 
En el inicio del proceso de construcción, paralelamente a la síntesis de la 
secuencia plantilla, se llevó a cabo la obtención del casete XylS-Pm (2004 pb) en 
el contexto de la colección SEVA a partir del plásmido pSEVA328. En este 
proceso, se encontró que en la posición 930 del gen XylS había un sitio de corte 
BglII (AGATCTG), que coincidía con el sitio de restricción seleccionado para un 
pre-corte del transposón y liberación del vector de clonación. Por esta razón, para 
lo obtención del casete XylS-Pm fue necesaria la eliminación del sitio de corte 
BglII mediante la estrategia de SOEing PCR, en la cual la sustitución de la 
citosina por una timina modificaría el sitio de restricción, pero sin alterar el 
aminoácido traducido a partir de su respectivo codón en el marco abierto de 
lectura de XylS-Pm. Por lo tanto, dicho procedimiento aseguraría generar la 
modificación necesaria en el ADN, al mismo tiempo que mantener intacta la 
estructura primaria de la proteína XylS (Figura 5). 
 
Figura 5. a. Diagrama del plásmido pSEVA328; se hace un acercamiento a la región en donde se 
encuentra el sitio BglII en el gen XylS, indicando la base (C → T) que se modificaría en el iniciador 
diseñado. b. Gel 1: Resultados de PCR y SOEing PCR para obtención y modificación del casete 
XylS-Pm. MP = Marcador de peso molecular; F.1 = Fragmento 1; F.2 = Fragmento 2. Gel 2: BglII 
Dig. = Producto XylS-Pm digerido con la enzima BglII; C = Control del producto sin digerir.  
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En este sentido, la estrategia de SOEing (por las siglas Splicing by Overlapping 
Extension) es un método basado en PCR que permite llevar a cabo procesos de 
recombinación y mutagénesis sobre secuencias específicas de ADN sin depender 
de sitios de restricción. Al modificar las secuencias incorporadas en los extremos 
5' de los iniciadores, se puede hacer que el producto obtenido en la reacción final 
contenga las modificaciones deseadas, como sustituciones, deleciones o 
inserciones de uno o más nucleótidos (Horton et al., 2013). Si bien el uso que se 
le dio al método en este estudio fue relativamente sencillo, la SOEing PCR es un 
enfoque técnicamente simple pero potente, que sigue siendo empleado para 
sintetizar genes que codifican proteínas recombinantes con modificaciones 
importantes (Schwentner et al., 2019), o secuencias modificadas para 
mutagénesis dirigida a nivel genómico (Li et al., 2019), o incluso para generar 
fragmentos de ADN para inserción de modificaciones en genes específicos con 
herramientas más novedosas como CRISPR/Cas9 (Price et al., 2019) 
5.2.3 Síntesis de plantilla y clonación XylS-Pm 
Como se mencionó anteriormente, la estrategia de sintetizar una plantilla de ADN 
con partes fundamentales como son el gen codificante de la ARN polimerasa T7 y 
sus promotores, el gen de resistencia a kanamicina y sitios de restricción para las 
enzimas PacI y AvrII obedece a la idea de hacer del transposón una herramienta 
modular, y que en su secuencia se pueda incluir no únicamente el sistema XylS-
Pm, sino cualquier sistema de expresión disponible en la colección de plásmidos 
SEVA. Esta plataforma para el manejo de plásmidos, tal como otras estrategias 
existentes en biología sintética, busca estandarizar el diseño y ensamblaje de 
plásmidos con una serie de genes como marcadores de selección, orígenes de 
replicación y genes denominados “cargos” que confieren funcionalidad al 
plásmido (sistemas de expresión, genes reporteros, sitios de múltiple clonación). 
En conjunto, esta plataforma facilita la elección de vectores para aplicaciones 
específicas, de tal manera que el usuario pueda decidir fácilmente la mejor 
configuración posible (Chavarría et al., 2013; Martínez-García et al., 2015).  
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Una vez recibida la secuencia plantilla por parte del proveedor de este servicio 
(Anexo 2), esta fue empleada como vector para la clonación del producto XylS-
Pm obtenido en el paso anterior. Los clones obtenidos fueron analizados 
inicialmente mediante PCR de colonias empleando un iniciador del vector (M13-F) 
y uno del inserto (PacI-R), esperando un fragmento de 1100 pb 
aproximadamente. De 18 colonias analizadas, la mayoría fueron positivas (Figura 
6) y, por lo tanto, se prosiguió con la selección de algunas de estas para 
verificación mediante secuenciación Sanger. Se extrajeron entonces los 
plásmidos de varias colonias y se secuenciaron con tres iniciadores debido al 
tamaño grande del inserto. Una vez ensambladas las secuencias obtenidas y 
alineadas contra la secuencia teórica, se observó que 4 clones tenían la 
secuencia esperada, incluyendo la sustitución introducida de una T en lugar de C, 
reconfirmando así la efectividad del método empleado para la modificación 
necesaria en la secuencia del gen XylS (Figura 6). 
 
Figura 6. a. Resultado de PCR de colonias positivas para la clonación de XylS-Pm. 1 - 18 = 
Clones evaluados; MP = Marcador de Peso Molecular (1500 pb); C = Control de PCR sobre el 
plásmido pSEVA238. Se señalan en recuadro rojo muestras seleccionadas para secuenciación. b. 
Alineamiento de secuencias de los clones evaluados. Las bases resaltadas en rojo indican que la 
sustitución de la C por T del sitio BglII fue efectiva y se mantuvo en todos los clones evaluados.  
Ver el alineamiento completo de la secuencia del clon seleccionado en el Anexo 3. 
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5.2.4 Clonación del fragmento Mu-T7 
En la siguiente etapa, al llevar a cabo la clonación del fragmento Mu-T7 y evaluar 
los clones recuperados, se observó que todas las colonias recuperadas de la 
transformación resultaron positivas al realizar la confirmación por PCR 
confirmatoria. A pesar de esto, al realizar la verificación por secuenciación se 
evidenció que todos los clones presentaron la inserción en la dirección opuesta a 
la esperada, además de la presencia de inserciones de nucleótidos que no 
correspondían a la secuencia molde amplificada (Figura 7).  
 
Figura 7. a. Resultado de PCR de colonias positivas para la construcción pMu_TnX_XylS-Pm 
más el fragmento Mu-T7. 1 - 18 = Clones evaluados; MP = Marcador de Peso Molecular (1500 
pb); C = Control de PCR sobre el plásmido (vector) vacío. b. Alineamiento de algunas secuencias 
de los clones evaluados. Las bases resaltadas en rojo indican inserciones en las secuencias 
analizadas al comparar contra la secuencia esperada. Las flechas (azul/rojas) señalando a la 
izquierda, indican que los alineamientos están en dirección opuesta a la secuencia teórica contra 
la que se está comparando. 
 
Pese a que se sustituyó la cepa de E. coli (EPI300 por DH5α) empleada como 
hospedero para la clonación, se siguió observando el mismo resultado en todas 
las secuencias evaluadas. Debido a esto, y a pesar de los múltiples intentos de 
clonar mediante el protocolo establecido en el diseño inicial, con la estrategia 
empleada no fue posible llevar a cabo la clonación de esta secuencia necesaria 
para la acción de la enzima transposasa MuA y, por lo tanto, la posterior actividad 
del transposón. 
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Esta dificultad en la clonación del fragmento Mu-T7 mediante técnicas clásicas 
puede atribuirse a que la clonación de regiones repetitivas puede dar origen a 
mutaciones o recombinación al replicarse el ADN recombinante en la bacteria 
hospedera (Godiska et al., 2010). Aunque se esperaba sobrellevar esa limitación 
mediante la amplificación de esta secuencia de reconocimiento para la 
transposasa MuA y clonación en un único sitio de restricción ApaI con 50% de 
posibilidad de inserción en la orientación esperada, en las colonias recuperadas y 
evaluadas no fue posible la identificación de clones con la secuencia en la 
orientación esperada.  
5.2.5 Obtención de Mu_TnX mediante PCR 
Debido a las razones mencionadas en el punto anterior, fue necesario definir otra 
estrategia para finalizar la construcción del transposón Mu_TnX. De esta manera, 
la técnica descrita en la metodología para la amplificación de toda la secuencia 
del transposón usando como molde el producto de ligación pMu_XylS-Pm más el 
fragmento Mu-T7 fue exitosa, obteniendo un amplicón con una longitud esperada 
de 6123 pb y comprobando, mediante secuencia, que el fragmento Mu-T7 se 
encuentra en la orientación adecuada (Figura 7). 
 
Figura 7. a. Resultado de PCR del transposón Mu_TnX completo. MP= marcador de peso 
molecular. b. Alineamiento de la secuencia obtenida del producto de PCR contra la segunda 
región de promotor T7 y repetición invertida Mu en la secuencia teórica del transposón.  
Una vez obtenido el transposón y verificada su correcta secuencia, se procedió a 
clonar el fragmento completo dentro de un plásmido con el fin de asegurar su 
almacenamiento y posterior obtención. Sin embargo, debido al gran tamaño de 
esta secuencia como inserto, no se pudieron obtener hasta la fecha clones 
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positivos que contengan el transposón. A pesar de esto, ya que se verificó por 
secuencia que el producto obtenido mediante PCR contiene todas las partes de 
acuerdo con el diseño teórico para su funcionamiento, se definió que cumple con 
las características necesarias para la evaluación funcional de este.  
5.3 El transposón Mu_TnX promueve la 
expresión de GFP en diferentes hospederos 
El ensayo de verificación del funcionamiento de Mu_TnX permitió comprobar la 
actividad in vitro de este transposón. En las condiciones de evaluación se 
obtuvieron más de mil colonias positivas para la transposición en E. coli (Figura 
8a) y 372 en P. putida (Figura 8b), usando en el medio de cultivo los marcadores 
de selección para el plásmido objetivo y el transposón.  
 
Figura 8. Colonias recuperadas de la transformación de la reacción de transposición de Mu_TnX 
en el plásmido pSEVA637 como ADN objetivo en a. E. coli TOP10 y b. P. putida KT2440. En cada 
caso se observó que al transformar el control de la reacción realizado sin transposasa MuA no se 
recuperaron colonias capaces de crecer con los antibióticos empleados para la selección.  
36 Desarrollo de una herramienta genética para favorecer la expresión de genes 
provenientes de la diversidad microbiana 
 
 
Al comparar con los controles de reacción de transposición (sin enzima MuA), se 
confirma la capacidad de transposición de Mu_TnX in vitro y con una alta 
ocurrencia de eventos de transposición en las condiciones establecidas. Esto 
quiere decir que la relación de moléculas de transposón empleadas en la reacción 
(aproximadamente 9x109 copias) es suficiente para que haya eventos de 
transposición detectables sobre las moléculas de plásmido objetivo añadidas 
(~5x1010). Teniendo en cuenta que para E. coli se utilizaron aproximadamente 26 
ng de ADN presentes en 1 µL de reacción de transposición y 52 ng en P. putida. 
Por lo tanto, estimando un tamaño de 9,5 Kb del plásmido resultante de 
pSEVA637 más Mu_TnX, se puede decir que tanto la reacción de transposición 
como la transformación tuvieron una alta eficiencia a pesar del gran tamaño del 
producto transformado. 
A pesar del alto número de colonias recuperadas en placas de agar LB, que 
además de los antibióticos contenían el inductor de XylS, 3-metil benzoato, no fue 
evidente a simple vista la presencia de colonias que expresaran GFP, 
correspondiente a la proteína de 236 aminoácidos proveniente originalmente del 
cnidario Aequoria victoria (PDB ID: 1EMA). Debido a esto, fue necesario realizar 
repiques de colonias en nuevas placas en donde una mayor biomasa por cada 
colonia permitiría una mejor apreciación de la expresión de esta proteína 
fluorescente. De esta manera, se recuperaron colonias tanto de E. coli como de 
P. putida en las que se evidenció la expresión de GFP a partir del plásmido 
pSEVA637, cuyo evento se debió exclusivamente al evento de transposición y al 
favorecimiento en la transcripción desde el transposón Mu_TnX. De 50 colonias 
repicadas por cada cepa bacteriana se logró detectar cualitativamente la 
producción de GFP en dos colonias de E. coli y tres colonias de P. putida, como 
se observa en la Figura 9a. 
 




Figura 9. a. Repiques de clones de E. coli (izquierda) y P. putida (derecha) recuperados en la 
transformación de pSEVA637 más Mu_TnX. Las placas se expusieron a luz UV en un 
fotodocumentador GelDoc (Biorad). Se señalan en recuadro rojo las colonias que emiten 
fluorescencia. b. Medición de fluorescencia en colonias seleccionadas en medio líquido. Las 
mediciones se presentan en Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU), dadas por el equipo 
GENios (TECAN) en el software magellan3 después de lectura a excitación de 360 nm y emisión 
a 535 nm. Las barras de error corresponden a desviación estándar calculada de la medición de 
tres réplicas técnicas. 
El resultado observado en placas bajo exposición a la luz UV, fue confirmado 
mediante medición fluorométrica de los clones crecidos en medio líquido bajo las 
mismas condicione de cultivo. Al comparar los valores registrados en el equipo 
GENios se pudo observar una diferencia significativa (p=<0,001) entre la emisión 
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de fluorescencia de los clones y los valores de autofluorescencia registrados para 
los controles de E. coli y P. putida sin transformar (Figura 9b).  
En este punto, el mapeo de las inserciones del transposón sobre el plásmido 
podría ayudar a explicar las diferentes intensidades de fluorescencia observadas 
en los clones evaluados. Esto se llevará a cabo mediante secuenciación Sanger 
en los plásmidos post transposición con el iniciador TnC_SeC_B (Tabla 2), lo que 
permitiría identificar mediante alineamiento con la secuencia del ADN objetivo, el 
sitio en el que ocurrió la transposición.   
 
Figura 10. Mapa del plásmido pSEVA637 con el gen codificante para GFP sin promotor. Se 
señala en rojo la zona en donde, teóricamente, Mu_TnX permitiría inducir la expresión de la 
proteína GFP. 
 
Esta baja tasa de clones que expresan la proteína se atribuye al hecho de que en 
el plásmido pSEVA637 sólo existe un espacio de aproximadamente 130 pb en el 
que el transposón puede insertarse corriente arriba a la secuencia de GFP sin 
alterar la secuencia de los otros genes que hacen parte del plásmido (Figura 10). 
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Esto sumado a la inserción aleatoria de un transposón tipo Mu, lo que quiere decir 
es que de todos los eventos de transposición de Mu_TnX sobre pSEVA637 
ocurridos en la reacción llevada a cabo, solo unos pocos corresponden al 
transposón en la posición que permitiría que el promotor T7 tenga la capacidad 
de activar la expresión de GFP.  
Hasta este punto, se comprobó que Mu_TnX es funcional en su capacidad de 
transposición y favorecimiento de expresión de genes en el contexto de un 
plásmido. Estos son resultados similares a los reportados en el desarrollo de los 
transposones Mu_Express (Leggewie et al., 2006) y Mu_TnC (Mongui et al., 
2016), pero con la principal ventaja de que el transposón Mu_TnX puede 
emplearse en hospederos bacterianos diferentes a E. coli. 
Finalmente, la evaluación de Mu_TnX sobre funciones diferentes a la expresión 
de un gen reportero como GFP daría mayor soporte a los resultados aquí 
obtenidos y podría permitir superar limitaciones en cuanto a la detección 
cualitativa del fenotipo deseado, a la sensibilidad y a la reproducibilidad de los 
métodos empleados para la cuantificación de fluorescencia. 
5.4 Transposición de Mu_TnX en una librería 
metagenómica 
En la reactivación de la librería metagenómica empleada para la búsqueda de 
genes de resistencia a Arsénico, únicamente fue posible la recuperación de 
aproximadamente 300 clones. A pesar de la baja cantidad de clones con respecto 
al total de la librería, se consideró la validez de este número para la prueba inicial 
de funcionamiento de Mu_TnX en el contexto de ADN metagenómico al comparar 
con otra herramienta similar en la que se evaluó un menor número de clones 
(Jung et al., 2016).   
Al evaluar la capacidad de transposición de Mu_TnX sobre la librería 
metagenómica, se evidenció una menor eficiencia que en el ensayo realizado 
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sobre plásmidos en las condiciones que se establecieron para el estudio. Si bien 
fue posible la recuperación de clones post-transposición capaces de crecer con 
los antibióticos empleados como marcador de selección (cloranfenicol para el 
fósmido pCC2FOS y kanamicina para Mu_TnX), su número fue bajo: 13 colonias 
para E. coli y 2 para P. putida. La ubicación de los sitios de transposición deberá 
ser identificada mediante secuenciación con el iniciador TnC_Sec_B.  
En cuanto a la selección sobre medios de cultivo con arsenato de calcio, en las 
condiciones evaluadas no fue posible la detección de clones positivos en ninguno 
de los hospederos empleados. En este sentido, de acuerdo con los resultados 
obtenidos en el desarrollo de otros transposones, se requiería analizar muchos 
más clones post-transposición para poder evidenciar el fenotipo esperado. Por 
ejemplo, en el caso de MuExpress que fue evaluado sobre 1700 cósmidos de una 
librería metagenómica, fue necesaria la recuperación de tres veces más clones 
post-transposición para poder recuperar un clon que exhibió la función evaluada 
(Leggewie et al., 2006). Siguiendo este ejemplo, se cree entonces que para el 
ensayo llevado a cabo con Mu_TnX sobre 300 clones metagenómicos, lo ideal 
sería recuperar al menos 900 clones post-transposición para dar mayor validez a 
los análisis funcionales. Por lo tanto, es necesario solucionar la baja eficiencia de 
la transposición en este tipo de vectores, para lo que se deben evaluar variables 
en la reacción de transposición como cantidad de ADN objetivo, cantidad de 
transposón y tiempo de incubación.  
En cuanto a la librería metagenómica empleada para esta evaluación y su posible 
papel en los resultados obtenidos, vale la pena mencionar que en el estudio 
original (Latorre Ochoa, 2014) en el que se construyó esta librería metagenómica, 
de aproximadamente 50 mil clones solo se identificaron 11 clones positivos, un 
número bastante bajo para la cantidad de clones obtenidos; ya que si se compara 
con estudios en metagenómica funcional en los que se empleó el mismo vector y 
hospedero, pero buscando otro tipo de funciones, el número de clones positivos 
fue mayor en la búsqueda de celulasas, proteasas y lipasas (Calderon et al., 
2019) y genes de resistencia a triclosán (Cameron et al., 2019). De este modo, y 
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de acuerdo con lo mencionado por Latorre Ochoa (2014), es válido mencionar 
que la baja eficiencia puede deberse a que la presencia de este tipo de genes 
que confieren resistencia a arsénico es limitada con el sustrato empleado para el 
tamizaje funcional (ion arsenato), por lo cual, la poca actividad encontrada de 
reducción de este ion estuvo relacionada al tipo de selección funcional empleada.  
En este sentido, se haría necesaria la evaluación funcional de esta librería 
metagenómica bajo un método diferente para la selección funcional de clones. La 
amplia diversidad genómica de esta función biológica sugiere que se deban 
emplear nuevos enfoques para la identificación específica de esta actividad para 
eventualmente poder comparar la capacidad real del transposón Mu_TnX sobre 
esta librería. De igual manera, la secuenciación total de todos los clones de la 
librería metagenómica daría una visión más general de la diversidad y 
abundancia de genes (activos y no activos) reportados en bases de datos 
relacionados con el metabolismo del arsénico. Mediante esta metodología se 
podría llegar a conocer la potencial presencia de microorganismos con esta 
función de interés, tal como se demostró en un estudio reciente sobre 38 
metagenomas de suelos contaminados con este compuesto (Dunivin et al., 2019).  
Esto sugeriría que el conocimiento previo de la presencia de genes de interés en 
una librería metagenómica sería útil en la etapa de validación de una herramienta 
como Mu_TnX, ya que se evidenciaría funcionalmente la presencia de estos 
genes sin necesidad de llevar a cabo la sub-clonación de estos en un hospedero. 
Debido a estos resultados, se hace necesaria la optimización del uso de Mu_TnX 
para su uso sobre ADN fosmídico y de igual manera, evaluar la acción del 
transposón Mu_TnX sobre otras librerías metagenómicas que hayan sido 
empleadas para la búsqueda de genes bioactivos diferentes a la empleada en 
este estudio.  
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5.5 Relevancia de las herramientas para apoyar estudios 
de metagenómica funcional 
A pesar del gran auge de los estudios metagenómicos basados en secuenciación 
masiva gracias al aumento de las capacidades en estas tecnologías, la 
metagenómica funcional sigue siendo la mejor estrategia para el descubrimiento 
de genes, enzimas y compuestos novedosos presentes en las comunidades 
microbianas de diversos ambientes (Adu-Oppong et al., 2017). 
Si bien las expectativas para el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas 
en metagenomas ha disminuido (basado en el menor número de publicaciones 
sobre este tema), en años recientes se siguen reportando nuevas enzimas como 
fosfatasas y fitasas (Castillo Villamizar et al., 2019), oxigenasas (Nagayama et al., 
2015), lipasas y proteasas (Calderon et al., 2019; Huo et al., 2018) que han sido 
identificadas en estudios funcionales en metagenomas de diferentes ambientes, 
ya sea mediante detección directa o sub-clonación de los genes. Además, la 
metagenómica funcional sigue siendo el método de preferencia para la búsqueda 
de nuevos antimicrobianos y genes o clusters bioactivos que confieren resistencia 
a estos (Boolchandani & Dantas, 2017; Mullany, 2014). Todos estos estudios 
comparten el hecho de que, a partir de toda la información contenida en los 
metagenomas, solo lograron identificar un pequeño número de genes activos. 
Esto ocurre debido a que un metagenoma es una mezcla compleja de genomas 
de una amplia gama de microorganismos, y la maquinaria genética del hospedero 
que alberga las librerías metagenómicas es incapaz de reconocer y expresar con 
éxito la mayor fracción de genes extraños. 
Entre las alternativas para mejorar los procesos de transcripción de genes 
extraños en librerías metagenómicas destaca el uso de promotores inducibles y 
bidireccionales en vectores de clonación como plásmidos, fósmidos o cósmidos 
(Lämmle et al., 2007; Lussier et al., 2011). Sin embargo, en el caso de librerías 
metagenómicas construidas con fragmentos largos de ADN (> 30 kpbs), estos 
promotores solo son capaces de transcribir genes al principio y al final del inserto. 
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Como consecuencia, la transcripción de otros genes depende únicamente de la 
maquinaria del hospedero. Para superar este inconveniente, se han construido 
algunas librerías metagenómicas con insertos pequeños de ADN (<10 kbps), que 
al mismo tiempo aumentan las posibilidades de albergar genes truncados o 
grupos incompletos de genes esenciales para una actividad particular. 
Debido a estas razones, se han reportado el desarrollo de transposones como 
herramientas empleadas para la inserción aleatoria de promotores en ADN 
metagenómico y así aumentar la probabilidad en la expresión de genes. 
Transposones como MuExpress (Leggewie et al., 2006), EZ-Tn5 <T7/KAN-2> 
buscan superar estas limitaciones; sin embargo, no existen reportes aparte de su 
desarrollo de que hayan sido realmente utilizadas en el contexto investigativo y 
por lo tanto, no existe evidencia del impacto que han tenido en los estudios de 
metagenómica funcional. Adicionalmente, la aplicación de estas herramientas ha 
estado limitada a hospederos que expresan la ARN polimerasa T7 a nivel 
genómico (ej. E. coli Bl21 DE3). Esto ha restringido ampliamente el uso de estas 
herramientas genéticas en ensayos funcionales especialmente con ADN 
metagenómico, ya que la mayoría de los kits comerciales para la construcción de 
dichas librerías emplean cepas bacterianas diferentes (ej. E. coli EPI300). Por su 
parte, aunque se logró demostrar que el transposón TnC_T7 (Mongui et al., 2016) 
favorece la expresión funcional de diferentes genes reporteros en el contexto de 
ADN metagenómico en una variedad de cepas de E. coli, el uso de este 
transposón se ha limitado a análisis funcionales solamente a esta especie 
bacteriana.  
Por estos motivos, se considera que el desarrollo del transposón Mu_TnX, puede 
aportar a los estudios de metagenómica funcional al superar la restricción de 
hospederos que sinteticen la ARN polimerasa T7 al incluir en su secuencia una 
combinación de genes que permiten el funcionamiento de los promotores T7 bajo 
un sistema versátil e inducible, quedando comprobado su funcionamiento en la 
bacteria P. putida KT2440. 
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6. Conclusiones y Perspectivas 
6.1 Conclusiones  
Se presenta el diseño de Mu_TnX, una herramienta genética basada en el 
transposón TnC_T7 que, incluyendo la integración del sistema de expresión XylS-
Pm mediante la estrategia de construcción con la plataforma SEVA, pretende 
hacer de esta una herramienta modificable y que se pueda rediseñar siguiendo 
las necesidades del investigador.  
Combinando metodologías de síntesis química, clonación tradicional y PCR, se 
construyó el transposón Mu_TnX, que consiste en una secuencia de 6123 pb. Se 
logró obtener el transposón purificado y sus partes fueron verificadas mediante 
secuenciación. 
La validación funcional del transposón Mu_TnX permitió comprobar su capacidad 
de transposición in vitro sobre plásmidos con alta eficiencia, al identificar un alto 
número de clones seleccionados por los marcadores de resistencia. De igual 
manera, mediante la inducción de la expresión del gen GFP en el plásmido 
pSEVA637, el cual no contenía previamente un promotor, se evidenció el 
funcionamiento de todo el sistema de expresión de Mu_TnX en cepas de E. coli y 
P. putida, constituyéndose así en la primera herramienta de este tipo que amplía 
su rango de hospederos. 
En el contexto metagenómico evaluado, no se logró obtener una alta evidencia en 
cuanto a eventos de transposición y por lo tanto no fue posible determinar la 
capacidad de Mu_TnX para aumentar la expresión de genes que confieren 
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resistencia a arsénico. Sin embargo, se considera que el transposón cumple con 
las capacidades funcionales para ser evaluado en librerías metagenómicas. 
6.2 Perspectivas 
Para corroborar los resultados obtenidos y localizar el sitio de inserción de 
Mu_TnX, se está llevando a cabo secuenciación Sanger de clones positivos y 
negativos para expresión de GFP en el ensayo sobre el plásmido pSEVA637, así 
como los clones postransposición sobre el ADN fosmídico. 
Para eventos futuros, se espera evaluar el funcionamiento de Mu_TnX sobre 
diferentes tipos de ADN episomal en la búsqueda de diferentes funciones, de 
manera que se pueda optimizar su funcionamiento. Por ejemplo, se podría aplicar 
la detección de fenotipos por métodos directos (como pigmentación de colonias, 
morfología de colonias irregular o formación de halo en recubrimientos de placas) 
y acoplarse a análisis de un mayor número de clones postransposición para 
recuperar los rasgos deseados.  
Una vez establecidas las condiciones para su funcionamiento estándar sobre 
librerías metagenómicas, se espera que Mu_TnX pueda ser empleado como una 
herramienta para la búsqueda de genes, proteínas y compuestos novedosos 
empleando diferentes hospederos, como acción conjunta para superar las 
limitaciones actuales de la metagenómica funcional. 
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Anexo 1:  Secuencia Plantilla Mu_PacI_AvrII sintetizada 
en Genscript 
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Anexo 2:  Diagramas teóricos de los plásmidos 
obtenidos en el proceso de construcción de Mu_TnX 
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Anexo 3: Alineamientos 
Alineamiento de clon pMu_XylS-Pm contra secuencia teórica. C13 = Clon 
seleccionado para siguiente etapa de construcción. Se señala en recuadro rojo el 
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Anexo 4: Pasantías y Eventos 
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Introducción: Además de tener un importante papel en la naturaleza, los transposones son 
secuencias de ADN que también han mostrado ser herramientas ideales y ajustables a 
diferentes trabajos de investigación y desarrollo en biología molecular y biotecnología. Por 
ejemplo, pueden ser empleados como una alternativa que permite mejorar la expresión 
heteróloga de genes presentes en ADN episomal (ej. bibliotecas metagenómicas) que no 
son reconocidos por los hospederos bacterianos generalmente empleados. Debido a esto, se 
propuso el desarrollo de la herramienta denominada “Mu_TnX”, un transposón de tipo Mu 
que puede ser empleado en estudios de análisis funcional de genes presentes en ADN 
episomal. 
Materiales y métodos: Mediante herramientas computacionales, se realizó el diseño de la 
secuencia del transposón y se definió la estrategia para la construcción y ensamblaje de 
este. Utilizando metodologías de síntesis de ADN, PCR y clonación tradicional, se llevó a 
cabo la construcción del transposón, cuya integridad fue confirmada mediante 
secuenciación dirigida con primers diseñados para tal función. Se validó el funcionamiento 
de esta herramienta mediante la evaluación de su capacidad de transposición in vitro sobre 
un control de actividad empleando cepas de Escherichia coli y Pseudomonas putida. 
Resultados: Se presenta el diseño final de la herramienta Mu_TnX, un transposón de 6123 
pb. Su construcción fue completada mediante la combinación de diversas estrategias, 
pudiéndose obtener finalmente el transposón purificado para su uso. La capacidad de 
transposición in vitro fue comprobada al recuperar clones en las cepas evaluadas que 
exhiben resistencia a los antibióticos empleados como marcadores de selección.  
Conclusión: Fue posible construir el transposón Mu_TnX de acuerdo con el diseño 
realizado. Se evidenció su capacidad de transposición in vitro. Actualmente, se está 
validando la capacidad de esta herramienta para favorecer la expresión de genes presentes 
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